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RESUMO
Entre os corantes naturais, o urucum é o mais utilizado no Bra-
sil. Entretanto, o emprego de seus extratos tem sofrido restri-
ções no que se refere à quantidade permitida bem como à gama
de produtos a que pode ser adicionado. Uma das alegações é
que pouco se conhece sobre a composição do urucum e de suas
preparações. No presente estudo um novo carotenóide foi isola-
do de sementes de urucum em quantidades traços e purificado
por cromatografia semi-preparativa em coluna aberta, camada
delgada e líquida de alta eficiência. A sua estrutura foi parcial-
mente elucidada através das informações combinadas prove-
nientes dos espectros no UV/visível, de massas e de ressonân-
cia magnética nuclear de próton, incluindo técnicas bidimensionais.
Este é o primeiro relato da ocorrência de um álcool de alto peso
molecular ligado ao carotenóide (9’Z)-apo-6’-licopenóico.
Palavras-chave: carotenóide; urucum; estrutura química.
SUMMARY
CHARACTERIZATION OF A NEW MINOR CAROTENOID FROM
ANNATTO. Among the natural colorants, annatto is the most
used in Brazil. However, the use of annatto extracts has been
under control in relation to the amount allowed and the varieties
of products in which the extracts can be added. One of the reasons
is the insufficient knowledge about the composition of annatto
and its preparations. In the present study, a new carotenoid was
isolated in trace amount and purified through semi-preparative
column, thin layer and high performance liquid chromatography.
Its structure was partially elucidated by the combined information
from spectra of UV/visible, mass and proton nuclear magnetic
resonance, including two dimensional technique). This is the first
report on the occurrence of a high molecular weight alcohol linked
to the carotenoid (9’Z)-apo-6’-lycopenoic.
Keywords: carotenoid; annatto; chemical structure.
1 – INTRODUÇÃO
O urucum é um dos corantes naturais mais utiliza-
dos, e o Brasil um dos maiores produtores e exporta-
dores de sementes de urucum. Mudança na ingestão
diária aceitável (IDA) para os extratos de urucum ocor-
reu na década de 80, pois nos anos 70 [7, 8], a IDA era
de 1,25mg/kg de peso corpóreo diminuindo para 0,065mg/kg
de peso corpóreo em 1982 [9]. Além disso, a aplicação
de extratos de urucum em alimentos tem sofrido seve-
ras restrições no que se refere à gama de produtos a
que pode ser adicionado bem como quanto à quantida-
de permitida. Uma das alegações é que pouco se co-
nhece sobre a composição desses extratos.
Bixina é o carotenóide majoritário das sementes de
urucum, perfazendo um mínimo de 80% dos carotenóides
totais [17], e é também o carotenóide majoritário de
colorífico [18] e das preparações lipossolúveis [19]. Foi
o primeiro carotenóide natural identificado a possuir
configuração cis (ou Z) [1, 11, 12]. Esta estrutura, Figu-
ra 1, com 25 carbonos e grupos carboxílico e éster metílico
é muito diferente dos carotenóides usualmente presen-
tes em alimentos (cadeia com 40 carbonos) e foi até o
presente momento encontrada somente no urucum.
FIGURA 1. Estrutura da bixina.
Outros carotenóides, em quantidades muito peque-
nas, foram isolados de sementes de urucum e suas
estruturas foram elucidadas através de técnicas
espectroscópicas como espectrometria de massas e
ressonância magnética nuclear (RMN). Estes novos
carotenóides puderam ser divididos em três grupos:
ésteres metílicos de apocarotenóides (C30 e C32) [13,
14], diapocarotenóides com grupos terminais éster
metílico, cetona e aldeído (C19, C22, C24 e C25) [10, 15] e
ácidos de diapocarotenóides (C22 e C24) esterificados
com grupos metil e geranilgeraniol [16]. Além desses
carotenóides, um carotenóide-derivativo com 14 car-
bonos foi isolado [15] e a presença de fitoeno, fitoflueno,
ζ-caroteno e neurosporeno, todos com 40 carbonos, foi
confirmada [13].
Assim, o presente estudo teve como objetivo isolar
e caracterizar um novo carotenóide minoritário presen-
te nas sementes de urucum.
2 – MATERIAL E MÉTODOS
2.1 – Material
Sementes de urucum foram adquiridas em Campi-
nas, Brasil.
2.2 – Extração e isolamento
O carotenóide minoritário foi isolado a partir de 1kg
de sementes segundo metodologia descrita por
MERCADANTE et al [14]. Após extração com acetato
de etila e éter t-metil butílico em ausência de luz por
cerca de 24 horas, as fases orgânicas foram combina-
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das e levadas até secura em evaporador rotatório
(T < 30°C), resultando em 94g de uma resina oleosa de
cor vermelha escura.
O extrato foi aplicado em coluna de alumina neutra
entre grau III e IV (10cm de diâmetro e 12cm de altura)
de onde a primeira fração foi eluída com hexano/éter
t-metil butílico (1:1) e os carotenóides com grupo áci-
do, como bixina, permaneceram no topo da coluna. Após
concentração, a primeira fração (21g) foi submetida à
cromatografia em coluna de sílica-gel (6cm de diâme-
tro e 37cm de comprimento) [14]. A fração eluída da
coluna de sílica com 100% tolueno (0,7g, com aspecto
oleoso) foi a escolhida para prosseguir o isolamento.
Esta fração foi a seguir purificada por cromatografia
em camada delgada (CCD) deMgO/kieselguhr (1:1)
(0,5mm) com acetona/hexano (2:3) como fase móvel.
Seis bandas foram separadas e a principal, com colo-
ração rosa e Rf 0,1, foi raspada e o carotenóide eluído
com acetato de etila.
Para a purificação final utilizou-se um cromatógrafo
líquido de alta eficiência (CLAE) com sistema ternário
de bombeamento de solvente Kontron (modelo T-414),
detetor de arranjo de diodos (Waters, modelo 990) e
válvula injetora tipo “Rheodyne” com alça de amostra
de 100µL de capacidade. A separação foi realizada em
coluna semi-preparativa C18 Nucleosil (Macherey-Nagel),
com 3µm de diâmetro de partícula, 250mm de compri-
mento e 10mm de diâmetro interno; e como fase móvel
metanol/acetato de etila/éter t-metil butílico (8:1:1) com
fluxo de 3mL/min. Nestas condições, o carotenóide eluiu
com tR de 15min, resultando em 0,6mg de pigmento
purificado.
2.3 – Caracterização
Com o carotenóide purificado foram medidos os
espectros de UV/visível, de massas e de RMN.
2.3.1 – Equipamentos
O espectro no UV-visível foi obtido em espectrofo-
tômetro Perkin Elmer, modelo lambda 6, em éter t-metil
butílico. O grau de estrutura fina do espectro foi ex-
presso como %III/II [2].
Os espectros de massas foram obtidos com um
equipamento VG (VG Biotech., UK), modelo Quattro
Triple Quadrupole. Os carotenóides foram diretamente
introduzidos por sonda na câmara de ionização a 240°C,
utilizando ionização por impacto de elétrons, com energia
de 70eV. A interpretação dos espectros de massas foi
baseada nas fragmentações características, compara-
das com as fornecidas na literatura [5].
Para os experimentos de RNM utilizou-se um equi-
pamento Bruker DRX-500. As determinações foram feitas
sob argônio, a 23°C, em clorofórmio deuterado (99,95%)
eluído previamente por uma mini-coluna de alumina.
Antes da análise por RNM, traços de solventes das
amostras foram removidos sob alto vácuo. Os deslo-
camentos químicos (δ) foram relacionados com o sinal
residual do solvente e as designações referentes aos
prótons foram alcançadas através dos experimentos 1H
e H,H-COSY (“correlated spectroscopy”). Como a quan-
tidade de amostra disponível não era suficiente para
realizar experimentos que detectam carbono 13, os va-
lores de δ dos carbonos ligados aos prótons foram ex-
traídos do experimento que detecta prótons, HMQC
(“heteronuclear multiquantum coherence”), otimizado para
constante de acoplamento 1JCH, com precisão de 0,3ppm.
Os valores de δ de 1H e 13C obtidos foram comparados
com os fornecidos na literatura [4].
2.3.2 – Derivatizações químicas
O carotenóide isolado foi submetido à saponifica-
ção com 10% KOH em metanol e à redução com LiAlH4
[3, 6]. Após purificação por CCD de sílica-gel com
diclorometano/éter de petróleo, nas proporções 3:2 e
1:1 respectivamente, foram medidos os espectros no
UV/visível e de massas dos compostos formados.
3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO
A estrutura parcial do carotenóide isolado no pre-
sente estudo, éster do (9’Z)-apo-6’-licopenoato (1), bem
como as estruturas dos produtos (2 e 3) resultantes
das derivatizações químicas estão apresentadas na Fi-
gura 2.
O carotenóide 1 com 10 duplas ligações conjugadas,
uma na forma cis, e uma carbonila conjugada apresen-
tou λmax em 460nm, espectro com baixa estrutura fina e
um pico cis de baixa intensidade, como mostram os
dados da Tabela 1. Como esperado, o espectro no UV/
visível do ácido (9’Z)-apo-6’-licopenóico (2), formado
após saponificação do carotenóide 1, apresentou des-
locamento hipsocrômico de 3nm e um ligeiro aumento
na estrutura fina do espectro (Tabela 1). O álcool pri-
mário correspondente (carotenóide 3) apresentou es-
pectro com deslocamento hipsocrômico de 16nm e sig-
nificativo aumento na estrutura fina do espectro devido
à redução da carbonila conjugada à cadeia poliênica
no presente carotenóide 1 (Tabela 1). Estes efeitos já
haviam sido apresentados para os derivados éster
metílico, ácido e álcool de torularrodina [2]. O éster do
(9’Z)-apo-6’-licopenoato (1) apresentou comprimentos
de onda máximo de absorção no UV/visível e forma do
espectro idênticos aos do metil (9’Z)-apo-6’-licopenoato,
reportado anteriormente por MERCADANTE et al [13],
indicando que ambos possuem o mesmo cromóforo.
O íon molecular do éster do (9’Z)-apo-6’-licopenoato
(1) apareceu em m/z 624, que é compatível com C44H64O2.
O fragmento a m/z 457 [M-167] +, de maior intensidade
que o íon molecular, indicou a perda do grupo R. Elimi-
nação de xileno da cadeia poliênica combinada com a
perda do grupo R (m/z 351 [M-106-167] +) também foi
observada (Tabela 1). O ácido 2 resultante da saponifi-
cação do carotenóide 1 apresentou íon molecular em
m/z 458, e eliminação de xileno da cadeia poliênica
(m/z 352). Devido à redução do éster, o álcool 3 forma-
do apresentou íon molecular a m/z 444, e fragmentos a
m/z 426 e a m/z 338 correspondentes à eliminação de
água e xileno, respectivamente (Tabela 1). Com as
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derivatizações empregadas (Figura 2), a presença de
uma cadeia de hidrocarboneto (R) com peso molecular
de 168 daltons no éster (9’Z)-apo-6’-licopenoato (1) foi
confirmada. Além disso, os álcoois obtidos através da
redução do metil (9’Z)-apo-6’-licopenoato [13] e do
carotenóide 1 apresentaram as mesmas característi-
cas de λmax e íon molecular, indicando serem o mesmo
composto.
FIGURA 2. Estrutura do novo carotenóide e dos produtos for-
mados após derivatizações.
TABELA 1. Características espectroscópicas do novo carotenóide
e dos produtos após derivatizações.
aSolvente: éter t-metil butílico.
bSolvente: metanol/éter t-metil butílico/acetato de etila (8:1:1).
Através dos espectros de RMN, a parte referente
ao carotenóide da estrutura do éster (9’Z)-apo-6’-
licopenoato (1) foi completamente elucidada (Tabela 2).
Os valores de δ para carbonos quaternários não pude-
ram ser obtidos uma vez que os valores para 13C foram
extraídos do experimento bidimensional HMQC que ir-
radia prótons.
A configuração da dupla ligação na forma (9’Z) foi
confirmada através dos valores característicos dos des-
locamentos de isomerização de 1H ∆δ = δ9’Z-δall-E obtidos
previamente [13, 14, 15, 16] e que são corresponden-
tes às médias reportadas por ENGLERT [4]. Entretan-
to, devido a sinais sobrepostos, até mesmo no espec-
tro bidimensional COSY, a parte referente ao álcool li-
gado ao ácido de carotenóide não pode ser elucidada.
As formas isoméricas all-E-, (9’Z)- e (7Z,9Z,9’Z)-
do éster metílico deste mesmo carotenóide foram en-
contradas em quantidades traços em sementes de urucum
por MERCADANTE et al [13, 14]. A presença de um
álcool de alto peso molecular, geranilgeranil, ligado a
um carotenóide foi relatada pela primeira em 1999 [16].
4 – CONCLUSÕES
Este é o primeiro relato da ocorrência de um álcool
de alto peso molecular ligado ao radical ácido (9’Z)-
apo-6’-licopenóico.
O novo carotenóide isolado possui, assim como a
bixina, configuração cis no carbono 9’ e clivagem da
dupla ligação entre os carbonos 5’ e 6’. Aparentemente
os carotenóides de cadeia curta, apo- ou diapo-
carotenóides, são formados por degradação oxidativa
dos carotenóides com quarenta carbonos, embora ne-
nhuma evidência detalhada tenha sido relatada em re-
lação à biossíntese de bixina.
TABELA 2. Deslocamentos químicos e constantes de acoplamento,
em CDCl3, do carotenóide (1).
aSinal não foi detectado.
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